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摘 　要 : 目的 　探讨 p38MAPK和 R GS16 对大鼠胶质瘤 C6 细
胞的生物学特性的影响. 方法 　利用脂质体介导法将
p38MAPK和 R GS16 基因分别或共转染导入 C6 细胞中 ;用
p38MAPK抑制剂 SB2202190 处理处于对数生长期的转染和
未转染 p38MAPK的 C6 细胞 ,24～36 h 后在倒置显微镜下观
察细胞形态变化和贴壁情况 ;免疫细胞化学法检测转染前后
p38MAPK和 R GS16 蛋白的表达情况 ;流式细胞仪检测细胞周
期变化和细胞是否有凋亡发生. 结果 　转染 pCMV52p38 和/
或 pCMV52R GS16 质粒 36 h 后 30 %细胞贴壁性降低 ,突起收
缩 ,细胞变圆 ; p38MAPK 和 R GS16 蛋白均表达阳性 ; 转染
pCMV52p38 组出现 33. 8 %的凋亡峰 ,细胞周期结果显示 G1
期细胞百分数增加 17 % ,而 S 期细胞百分数减少 14 % ;转染
pCMV52R GS16 组无凋亡发生 ,细胞周期结果显示 G1 期细胞
百分数减少 10 % ,而 S 期细胞百分数增加 14 % ; 共转染
pCMV52P38 和 pCMV52R GS16 组未出现的凋亡峰 ,细胞周期
结果显示 G1 期和 S 期细胞百分数变化与未处理组之间没有
明显差别 ;但共转染 pCMV52p38 和 pCMV5 组出现的凋亡峰 ,
细胞周期结果显示 G1 期和 S 期细胞百分数变化与转染
pCMV52p38 组之间很接近 ;SB2202190 处理的未转染组细胞周
期结果显示 G1 期细胞百分数减少 18 % ,而 S期细胞百分数增
加 18 % ; SB2202190 能对抗 pCMV52p38 对 C6 细胞周期的影
响. 结论 　p38MAPK可以抑制大鼠胶质瘤 C6 细胞周期运行
和诱导其凋亡 ;R GS16 和 SB202190 有拮抗 p38MAPK作用 ,并
且可以促进 C6 细胞增殖.
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Abstract : AIM　To study the effects of p38MAPK and R GS16
on the biological characteristics of glioma C6 cells. METHODS　
pCMV52p38 and pCMV52R GS16 were respectively or jointly
transfected into C6 cells by lipofectin. SB2202190 was used to
treat the transfected and nontransfected pCMV52p38 C6 cells.
The morphological and adhesive changes of the cells were observed
under an inverted microscope. Expression of p38 and R GS16 was
examined by immunocytochemical method both before and after
the transfection. Flow Cytometry was employed to measure the
fraction number changes of the cell cycle phase and to detect
whether p38 and/ or R GS16 could induce apoptosis of C6 cells.
RESULTS　36 hours after the transfection of pCMV52p38 and/ or
pCMV52R GS16 approximately 30 % of C6 cells grew round ,
40 % expressed p38MAPK and 13 % R GS16. In addition , flow
cytometry showed that the transfected p38MAPK induced apopto2
sis rate of C6 cells was 33. 8 % and the fraction number of G1
phase increased by 17 % and that of S phase decreased by 14 %.
R GS16 didn’t induce C6 cells to apoptosis but decreased the frac2
tion number of G1 phase by 10 % and increased that of S phase by
14 %. The jointly transfected pCMV52p38 and pCMV52R GS16
group had no obvious effects on the cell cycle of C6 cells but the
jointly transfected pCMV52p38 and pCMV5 group induced a
apoptosis peak and had nearly similar effects on the cell cycle of
C6 cells to those of transfected pCMV52p38 group . SB2202190
decreased the fraction number of G1 phase of the nontransfected
groups by 18 % and increased that of S phase by 18 %. SB2
202190 offset the effects of pCMV52p38 on the cell cycle. CON2
CLUSION　p38MAPK not only induces apoptosis of glioma C6 cells
but also retards their cell cycle progress ; RGS16 and SB2202190 can
resist the effects of p38MAPKon C6 cells and promote C6 cell cycle.
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0 　引言
丝裂原激活蛋白激酶 ( mitogen2activated protein
kinases , MAP K) 是参与细胞增殖、分化和凋亡的重
要信号转导分子[1 ] ,其家族成员 p38MAP K除参与细
胞的生长、发育外 ,主要参与细胞的应激反应 ,紫外线
照射、细胞外高渗透压和细菌毒素等都可以激活
p38MAP K并能促进其蛋白表达[2 ] . G 蛋白调节子
( regulators of G protein signaling ,R GS)是参与 G蛋白
信号转导的一个大家族 ,主要功能是负调节 Gαi 和
Gαq 亚基 ,其成员超过 20 种[3 ] . 1997 年我们[4 ]在小
鼠垂体内克隆了 R GS16 ,发现 R GS16 能抑制血小板
激活因子对 p38MAP K的激活作用[5 ] . 最近我们[6 ]发
现 R GS16 可以促进 C6 细胞周期的运行 ,但其机制还
不清楚 , 因此我们将外源性基因 pCMV52p38 和
pCMV52R GS16 共 转 染 导 入 C6 细 胞 ; 同 时 用
p38MAP K 的抑制剂 SB2202190 处理转染 pCMV52
p38 前后 C6 细胞 ,观察它们对细胞的影响 ,为探索
p38MAP K和 R GS16 蛋白之间的关系以及 p38MAP K
在 C6 细胞中的作用提供依据.
1 　材料和方法
1 . 1 　材料 　大鼠胶质瘤细胞 C6 :本室保存 ;pCMV52
p38 , pCMV52R GS16 和 pCMV5 质粒以及 p38MAP K
和 R GS16 抗体 :新加坡国立大学林圣彩教授惠赠 ;脂
质体 : Gibco 公司 ;免疫组化试剂盒 :武汉博士德公司 ;
SB2202190 : Calbiochem 公司 ;DNA2Prep 试剂盒 :美国
Coulter 公司 ;普通倒置显微镜 :上海光学仪器六厂 ,
37X 型 ; 流式细胞仪 : 美国 Coulter 公司 , EPICS2
EL ITE2ESP 型.
1 . 2 　方法
1. 2. 1 　基因转染[7 ] 　C6 细胞在含 150 mL·L - 1小牛
血清的 RPM I1640 培养液中常规培养 ,细胞生长至对
数期时以 1 ×105/ 孔接种于 6 孔培养板. 将 pCMV52
p38 , pCMV52R GS16 和 pCMV5 质粒各 3μg 与脂质
体 10μL 分别溶于无血清培养液 100μL ,两溶液缓慢
混匀 ,室温放置 30 min ,加入无血清培养液0. 8 mL ,混
匀后加入上述 6 孔培养板中 ; 同样方法共转染
pCMV52p38 和 pCMV52R GS16 各 3μg ; pCMV52p38
和 pCMV5 各 3μg 共转染作为对照. 常规培养 4 h
后 ,每孔加入含 150 mL·L - 1小牛血清的 RPM I1640
培养液 2 mL . 只加脂质体每孔 10μL 和未处理组各 3
孔作为阴性对照.
1. 2. 2 　SB2202190 处理[8 ] 　依照上述方法转染
pCMV52p38 ,常规培养 4 h 后 ,每孔加入 150 mL·L - 1小
牛血清 RPMI1640 培养液 2 mL ,同时加入 SB2202190
始终浓度为 10μmol·L - 1 ,轻轻摇匀 ,继续培养.
1. 2. 3 　免疫细胞化学染色 　转染同时制备细胞爬
片 ,转染后 36 h 取出 , PBS 洗涤 2 次 ×3 min ; 950
mL·L - 1乙醇固定 30 min ,加兔抗鼠 p38MAP K 或
R GS16 抗体 (1∶50) ,4 ℃过夜 ,PBS 洗涤 3 次 ×5 min ;
加入既用型羊抗兔 ,室温放置 30 min , PBS 洗涤 3 次
×5 min ;加入 SABC 复合物 ,室温放置 30 min , PBS
洗涤 3 次 ×5 min ;DAB 显色 ,苏木精衬染. 蛋白表达
阳性率计算 :在随机一显微镜视野下 ,阳性率 = 蛋白
表达阳性的细胞数 ×100 %/ 总细胞数.
1. 2. 4 　细胞周期和凋亡分析[9 ] 　36 h 后取各组细胞
各约 1 ×106个 ,经胰酶消化制成单细胞悬液 ,2000 r·




2 . 1 　细胞形态变化 　转染 pCMV52p38 和/ 或
pCMV52R GS16 36 h 后 ,倒置显微镜下显示细胞贴壁
性降低 ,突起收缩 ,细胞变圆. 对照组未见明显变化
( Fig 1) .
2 . 2 　免疫细胞化学 　转染 pCMV52p38、共转染
pCMV52p38 和 pCMV52RGS16 以及共转染 pCMV52
p38 和 pCMV5 组 p38MAPK蛋白表达阳性 (阳性率均
为 40 % , Fig 2) ;转染 pCMV52RGS16、共转染 pCMV52
p38 和 pCMV52RGS16 组 RGS16 蛋白表达阳性 (阳性率
均为 13 % ,Fig 3) ;SB2202190 对转染 pCMV52p38 的蛋
白表达无影响 ;转染 pCMV5 组、脂质体组和未处理组
p38MAPK和 RGS16 蛋白表达阴性.
2 . 3 　细胞周期和凋亡分析 　转染 pCMV52p38 组出
现 33. 8 %的凋亡峰 ,细胞周期结果显示 G1 期细胞百
分数增加 17 % ,而 S 期细胞百分数减少 14 % ;转染
pCMV52R GS16 组无凋亡发生 ,细胞周期结果显示 G1
期细胞百分数减少 10 % ,而 S 期细胞百分数增加
14 % ;共转染 pCMV52p38 和 pCMV52R GS16 组未出
现凋亡峰 ,细胞周期结果显示 G1 期和 S 期细胞百分
数变化与未处理组之间无明显差别 ; 但共转染
pCMV52p38 和 pCMV5 组出现的凋亡峰 ,细胞周期结
果显示 G1 期和 S 期细胞百分数变化与单转染
pCMV52p38 组之间很接近 ;SB2202190 处理的未转染
组细胞周期结果显示 G1 期细胞百分数减少 18 % ,而
S 期 细 胞 百 分 数 增 加 18 % ; SB2202190 对 转 染
pCMV52p38 实验组的细胞周期无明显影响 ; 转染
pCMV5 组、脂质体组和未处组细胞周期变化不明显 ,
也无凋亡峰出现 ( Tab 1) .
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图 1 　转染 pCMV52p38 和/ 或 pCMV52R GS16 36 h 后 C6 细胞形态变化
Fig 1 　C6 cells grew round and their dendritic spine withdrew 36 h after transfection of pCMV52 p38 and/ or pCMV52R GS16 　×100
图 2 　转染 pCMV52p38 36 h 后 C6 细胞质和胞核 p38MAPK蛋白表达阳性
Fig 2 　Positive expression of p38MAPK in cytoplasm and nucleus of C6 cells 36 h after transfection of pCMV52p38 　SABC 　×200
图 3 　转染 pCMV52R GS16 36 h 后 C6 细胞质和胞核 R GS16 蛋白表达阳性
Fig 3 　Positive expression of R GS16 in cytoplasm and nucleus of C6 cells 36 h after transfection of pCMV52R GS16 　SABC 　×200
表 1 　流式细胞仪检测各组细胞周期变化
Tab 1 　Cell cycle assay by cytometry ( %)
Group G1 S G2
Normol 70 21 9
Lipofectin 73 19 8
pCMV5 73 18 9
pCMV52p38 87 7 6
pCMV52p38 + pCMV5 84 2 14
pCMV52RGS16 60 35 5
pCMV52p38 + pCMV52RGS16 66 23 11
SB2202190 52 39 9




在哺乳动物细胞中 ,实验证实有四条 MAP K 信号转
导通路 , 即 ER K 通路、J N K/ SAP K 通路、ER K5/
BM K1 通路和 p38MAP K通路[1 ] . ER K 通路在生长
因子相关的刺激引起的细胞增殖反应中起着重要的
作用[10 ] ,而 p38MAP K主要接受紫外线、高渗透压和
细菌毒素等损伤性因素激活和调节 ,参与应激反
应[2 ] . 已有实验证实在一定条件下一些细胞的 ER K
通路的信号与 p38MAP K 通路的信号相互拮抗[11 ] .
由于基因的突变 ,大部分胶质瘤细胞都过表达 EGF ,
IGF 和 PD GF 等生长因子和其受体[12 ] ,这些因子的
信号主要通过 ER K 通路传导到细胞核引起细胞过
增殖反应[13 ] . 哺乳动物细胞增殖时的细胞周期的主
要“限制点”在 G1 期 ,细胞要跨过 G1 期的“限制点”
需要细胞外增殖信号的持续不断的刺激 ,同时要求抑
制细胞周期的抑制因子失活或被降解 ,但是细胞一旦
跨过 G1 期就不再需要细胞外增殖信号的刺激 ,最终
能顺利的通过 S , G2 和 M 期 [14 ] . 为保证细胞分裂时
遗传物质的完整性和稳定性 ,细胞周期的运行受严密
的监测和调控 , G1 期“监测点”主要由 p53 起中心作
用 ,细胞处于应激状态时 ,p53 被激活并活化其他一些
细胞周期抑制因子如 p21CIP1 和 GADD45 等 ,阻止细
胞停止于 G1 期或使细胞发生凋亡[15 ] . 一些应激信号
比如紫外线照射 , 可以激活 p38MAPK, 活化的
p38MAPK磷酸化 p53 ,导致 p53 依赖的细胞凋亡或细
胞周期抑制 ,而 p38MAPK被抑制后则不能发生p53 依
赖的凋亡[16 ] . SB2202190 是一种吡啶咪唑化合物 ,它
能特异地和 ATP 竞争与 p38MAPK的家族成员 p38α
和 p38β的结合 ,是 p38α和 p38β的特异抑制剂 ,但它不
能抑制 p38MAPK的其他家族成员[8 ] ,在本实验中我
们用它特异阻断 p38MAPK间接观察 p38MAPK对 C6
细胞的作用 ,我们发现单独转染 pCMV52p38 可以诱导
C6 细胞凋亡 ,而转染 pCMV52p38 的同时用 p38MAPK
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的抑制剂 SB2202190 能明显抑制细胞凋亡发生. 这说
明 p38MAPK确实参与细胞凋亡反应.
R GS 蛋白家族是一组含有约 120 个氨基酸的
R GS结构域的蛋白质 ,它们主要直接负调节 G蛋白
的 Gαi 和 Gαq 亚基 ,并间接负调节 G蛋白对 MAP K
的激活[3 ] . 1997 年我们[4 ]克隆了 R GS16 并发现其可
以代替酵母细胞中一种 R GS 蛋白 SST2 的功能 ,使
停滞于 G1 期的酵母细胞恢复增殖状态. 后来我们[5 ]
又发 现 R GS16 可 以 减 弱 血 小 板 激 活 因 子 对
p38MAP K的激活作用 ;并且在 CEM 细胞中蛋白激
酶 C 可以通过上调 TNF2α而诱导 R GS16 的表
达[17 ] ,另外有人发现 TNF2α抑制细胞增殖和诱导细
胞凋亡的信号部分通过激活 p38MAP K 和 p53 起作
用[18 ] ;Buckbinder 等[19 ]曾发现 p53 可以诱导 R GS16
的表达. 因此我们推测 p38MAP K , p53 和 R GS16 之
间可能存在一种反馈关系 ,即细胞在受到强烈的损伤
信号刺激时 ,会通过调节 R GS16 蛋白的表达来减弱
传入细胞内的损伤信号. 这与加强 ER K的信号可以
减轻细胞凋亡类似[11 ] . 在本实验中 ,我们将 pCMV52
p38 和/ 或 pCMV52R GS16 共转染入 C6 细胞 ,免疫细
胞化学显示 p38MAP K和/ 或 R GS16 蛋白表达阳性 ,
这表明基因转染成功. 单独转染 pCMV52p38 诱发
33. 8 %的 C6 细胞凋亡和 G1 期抑制 ( G1 期细胞百分
数增加了 17 % , 而 S 期减少了 14 %) , 这可能是
p38MAP K激活了 p53 ,使细胞或凋亡 ,或不能跨过
“限制点”而停滞于 G1 期 ; SB2202190 处理的转染
p38MAP K实验组与 pCMV52p38 和 pCMV52R GS16
共转染组都无凋亡发生 ,并且细胞周期变化也不明
显 ,这表明 R GS16 有类似 SB2202190 的功能 ,拮抗
p38MAP K; 只转染 pCMV52R GS16 和只加入 SB2
202190 的实验组显示 G1 期细胞百分数分别减少
10 %和 18 % ,而 S 期分别增加 14 %和 18 % ,这可能
是在一般情况下 ,C6 细胞内也有少量的 p38MAP K
的表达 ,但不能用免疫细胞化学方法检测出来 ,用
R GS16 和 SB2202190 抑制了这些 p38MAP K ,使其下
游的 p53 失活 ,从而促进 C6 细胞顺利地通过 G1 期
的 p53“检测点”进入 S 期.
本研究表明 : R GS16 和 SB2202190 可以拮抗
p38MAP K引起的凋亡和对细胞周期的影响 ; R GS16
和 SB2202190 可能通过抑制 p38MAP K 促进胶质瘤
C6 细胞周期的运行. 从另一方面来看 ,细胞的生理
功能受细胞内外正负信号的共同调控 ,当一方面的信
号被阻止时 ,另一方面的信号就会起主导作用. 在本
实验中 ,我们抑制了 p38MAP K而可能间接加强了通
过 ER K的信号 ,从而促进 C6 细胞周期的运行.
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